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微 卫 星 评价 牙 钙 雌 核发 育 二 倍 体 纯 合 性 
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摘要 : 采用 8 个 微 卫星 座位 分 别 对 牙 鲜 减 数 肉 核发 育 二 倍 体 家 系 和 卵 裂 雌 核 发 育 二 倍 体 家 系 的 纯 合 性 进行 
检验 。 卵 裂 雌 核发 育 二 倍 体 在 所 有 检测 座位 全 部 纯 合 。 减 数 雌 核发 育 二 倍 体 在 部 分 座位 发 生 纯 合 ， 但 未 发 现在 
所 有 座位 全 部 纯 合 的 个 体 ， 在 Poli9gTUF、Poli9-8TUF、PolillTUF、Polil3TUF、Poli23TUF Poli30TUF, 
ee GN. PoldUTE SERERE 杂 合 子 比 例 分 别 为 1.000 0. 1.000 0, 0.194 4, 0.945 9, 0.861 1, 1.000 0, 
0.777 8 和 0.800 0, 平均 杂 合 子 比例 为 0.822 4。 由 此 表明 ， 牙 鲜 除 了 PolillITUF 外 ， 在 其 余 7 个 座位 均 具 有 很 
高 的 重组 率 。 研 究 结果 显示 ， 牙 鲜 卵 裂 肉 核发 育 二 倍 体 一 代 即 可 形成 纯 合 子 ; 而 减 数 雌 核发 育 二 倍 体 由 于 具有 
较 高 的 重组 率 ， 使 其 与 母 本 的 遗传 同 质 性 较 高 。 
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Assessment of Homozygosity in Gynogenetic Diploid 
Using Microsatellite Markers in Japanese 
Flounder ( Paralichthys olivaceus ) 


ZHU Xiao-chen' ?, LIU Hai-jin' * , SUN Xiao-wen!, XUE Ling-ling!, MAO Lian-ju? 
(1. Heilongjiang River Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Harbin 150070 , China; 
2. Life Science and. Technology Institute, Dalian Fisheries University, Dalian 116023 , China) 


Abstract: Gynogenesis was thought to be a useful method to generate inbred lines in fish. In this study, analysis of 
5 - 8 heterozygous loci in Japanese flounder ( Paralichthys olivaceus) was used to measure the increment of homozygosity in 
meiogynogenetic diploid (Meiotic-A & Meiotic-B) and mitogynogenetic diploid (Mitotic-A) . The result showed all homozy- 
gosity in Mitotic-G1, while a high percentage of heterozygosity in Meiosis-A and Meiosis-B except Poli l1 TUF. The rate of 
heterozygosity in meiogynogenetic progenies at the locus of Poli9TUF, Poli9-8TUF, Polil I TUF, Poli 13TUF, Poli23TUF , 
Poli30TUF, Poli123TUF and Poli130TUF were 1.000 0, 1.000 0, 0.194 4, 0.945 9, 0.861 1, 1.000 0, 0.777 8 and 
0.800 0, respectively. The average recombination rate of these eight loci is 0.822 4. The high proportion of heterozygotes 
for seven loci demonstrates that it is not a practical method for producing homozygous inbred lines in the gynogenetic fish 
produced by retention the second polar body ; and treatments of suppressing the first cell division were more promising for 
this purpose. 
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人 工 雌 核发 育 是 快速 建立 纯 系 的 有 效 手段 ， 一 1981 ), 在 鱼 类 遗传 育种 中 ， 对 于 快速 准确 的 选 育 优 
次 卵 裂 肉 核 发 育 相当 于 8 ~ 10 个 世代 全 同胞 交配 ， ”良品 种 具有 十 分 重要 的 意义 。 同 时 ， 人 工 肉 核发 育 
在 一 次 卵 裂 雌 核 发 育 的 基础 上 再 进行 一 次 减 数 峻 核 ”在 鱼 类 的 染色 体操 作 、 性 别 控制 以 及 遗传 分 析 等 方 
发 育 就 可 以 获得 纯 系 ( Wu et al,1981; Streinger et al, 面 都 具有 潜在 的 应 用 价值 C Liu et al，2002 )。 
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与 其 他 分 子 标记 相 比 ， 微 卫星 DNA 标记 〈 mi- 
crosatellite DNA markers ) 具有 许多 优点 : 微 卫 星 较 
高 的 多 态 性 ， 便 于 检测 出 种 群 及 个 体 间 的 异 质 性 
(Du et al，2000 )， 可 以 用 于 检测 同 源 精 子 诱导 雌 
核发 育 二 售 体 是 否 有 父 方 基因 表达 及 其 与 母 本 的 遗 
传 同 质 性 ; 微 卫 星 共 显 性 遗传 的 特点 也 使 其 能 够 应 
用 于 雌 核发 育 二 倍 体 纯 合 性 研究 。 途 今 为 止 ， 人 们 
已 将 微 卫 星 技术 应 用 于 锦 鲁 (Cyprinus carpio )、 大 
ZEÜE ( Scophthalmus maximus ) 等 鱼 类 的 肉 核 发 育 
的 检测 研究 (Liu et al，2002; Castro et al, 2003 ), 
而 采用 微 卫 星 对 雌 核发 育 后 代 纯 合 性 的 研究 还 仅 限 
T EX 85 ( Dicentrarchus labrax ). JE W && ( Clarias 
gariepinus ) 等 〈 Galbusera et al, 2000; Francescon 
et al, 2005 )。 

FEE ( Paralichthys olivaceus ) 是 较 早 成 功 进行 
人 工具 核发 育 的 海水 养殖 鱼 类 之 一 。 早 在 20 世纪 
80 年 代 ， 日 本 学 者 就 采用 峻 核发 育 技 术 人 研究 了 政 
鲜 的 性 别 决定 机 制 、 生 产 全 上 肉 牙 鲜 以 及 克隆 牙 鲜 的 
方法 (Yamamoto, 1999); 但 到 目前 为 止 ， 对 其 肉 
核发 育 后 代 的 纯 合 性 检测 还 仅见 同 工 酶 方面 的 报道 
( Tabata & Gorie，1987 )。 本 研究 用 微 卫星 标记 比较 
了 抑制 第 一 次 卵 裂 形成 的 卵 裂 峻 核发 育 二 倍 体 和 抑 
制 第 二 极 体 排出 形成 的 减 数 雌 核发 育 二 倍 体 的 遗传 
差异 ， 并 对 两 种 类 型 瞧 核 发 育 二 倍 体 的 纯 合 性 作 了 
评价 ， 以 期 为 选择 育种 方式 提供 基础 资料 。 


1 材料 与 方法 


1.1 雌 核发 育 家 系 的 获得 

参照 Yamamoto ( 1999 ) 的 方法 , 采用 异 源 
LAHI (Pagrus major )] 精子 诱导 牙 钱 的 雌 核 发 育 。 
首先 将 1 BRM ORR 34 cm ) 的 精液 经 稀释 后 用 
紫外 线 照射 1 min; 然后 将 牙 钙 亲本 A 的 一 部 分 卵 
子 和 亲本 B 的 卵子 用 炎 活 的 真 钠 精 子 激活 2 min 
后 ,转移 到 0 ~ 2 %C 的 海水 中 冷 休克 处 理 45 min, 
抑制 第 二 极 体 排出 ， 获 得 减 数 肉 核发 育 二 倍 体 家 系 
A 和 家 系 B (以 下 称 Meiotic-A 及 Meiotic-B )。 亲 本 
A 的 另 一 部 分 卵子 经 激活 ,在 17 培养 下 1h 后 ， 
用 静水 压 〈( 650 kg/cm? ) 处 理 以 抑制 第 一 次 卵 裂 ， 
获得 卵 裂 峻 核发 育 二 倍 体 家 系 〈 以 下 称 Mitotic-A )。 
1.2 基因 组 DNA 的 提取 

剪 取 亲本 背鳍 及 15 日 龄 的 肉 核 发 育 二 倍 体 活 
体 ( Meiotic-A 18 尾 ; Meiotic-B 19 尾 ; Mitotic-A 20 
尾 )， 将 其 分 装 后 于 液 氮 中 保存 ， 到 达 实 验 室 后 转 




































































移 到 - 80 CIK PRF, AN ERREK DNA 提 
取 参 照 Zhou et al (2001 ) 的 方法 。 
1.3 PCR 反应 及 电泳 结果 分 析 
PCR 反应 体系 为 25 uL. 包括 10 x buffer 15 
pL. Mg?* (25 mmol/L) 1 uL. dNTPs (各 2 mmol/ 
L)IpgL. EFIS (10 pmol/L) 各 1 uL. Bii 
DNA 1 uL. Taq DNA RAM (Promega) 1 U， 加 适 
量 (dd) H20, 模板 30 ~ 50 ng。 反 应 条 件 为 : 94 
CHAPE 3 min; 94 C 30s，60~ 64% 30s, 72 C 
30s, 35 个 循环 ; 最 后 72 延伸 10 min。 反 应 程 
FE F PE9700 型 PCR 仪 (PE 公司 ) 上 进行 。2% 琼 
PARSEE IKETA, Gel-Pro Analyzer 4.5 ERE 
分 析 软 件 分 析 电泳 结果 。 
1.4 分 析 方 法 
电泳 图 谱 中 扩 增 出 1 条 DNA 带 的 ， 视 为 纯 合 ; 
扩 增 出 2 条 DNA 带 的 ， 视 为 杂 合 〈 Crooijmans et 
al. 1997 )。 


2 结果 与 分 析 


2.1 亲本 杂 合 座位 的 筛选 

采用 Coimbra et al (2001 ) 克隆 的 牙 鲜 20 个 微 
卫星 引物 ， 对 杀 本 进行 杂 合 座位 的 筛选 ， 其 结果 
Mitotic-A 和 Meiotic-A 的 亲本 在 8 个 座位 表现 为 杂 
合 ，Meiotic-B 的 亲本 在 5 个 座位 表现 为 杂 合 。 参 照 
牙 鲜 的 遗传 连锁 图 谱 ( Coimbra et al, 2003), 这 8 
个 座位 分 布 在 7 个 连锁 群 上 CX 1) 
2.0 WIESE 

采用 异 源 精 子 诱导 上 肉 核 发 育 ， 从 分 类 学 的 角度 
来 看 ， 真 钢 和 牙 鲜 亲缘 关系 很 远 ， 形 态 上 的 差异 很 
大 ， 分 属于 鲈 形 目 和 鳞 形 目 ， 其 子 代 是 不 能 成 活 的 
(Tabata, 1991 )， 因 而 避免 了 正常 受精 二 倍 体 的 存 
在 。 经 比较 母 本 和 子 代 的 基因 型 ， 在 所 有 检测 个 体 
中 未 发 现 异 于 母 本 的 等 位 基因 。 母 本 的 8 个 杂 合 微 
卫星 座位 在 Meiotic-A、Mitotic-A 以 及 Meiotic-B 的 
分 析 结 果 见 表 2。 

在 Mitotic-A 的 所 有 检测 个 体 中 未 发 现 杂 合子 ， 
证 明了 孵 裂 肉 核发 育 一 次 即 可 获得 纯 合子 (图 1 )。 

经 检测 ，8 个 座位 中 ， 被 检 的 减 数 雌 核 发 育 二 
倍 体 中 无 全 部 纯 合 的 个 体 ,在 Poli9TUF , Poli9-8TUF 
和 Poli30TUF 3 个 座位 全 部 为 杂 合 。 杂 合 比例 最 低 的 
座位 是 Polil1TUF ,达到 了 0.194 4。 座 位 Poli13TUF、 
Poli23 TUF , Poli 123 TUF fil Poli 1330 TUF Z& 4 B9 Et ff] 
都 大 于 0.5, 分 别 达 到 0.945 9,0.861 1.0.777 8. 
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R1 引物 序列 及 特异 退火 温度 


Tab. 1 Sequence of microsatellite primers, linkage group and specific annealing temperature 














退火 温度 
: 引物 序列 (5'-3' ) Anneali X SUR 
座位 Locus : RARE 3 EDUN GenBank 
Primer sequence ( 5'-3' ) temperature Linkage group 
(9C) 
— F: GATCTGCAGAAACACACACTCA P : mm 
ox R: GCGAGTTCTTCCTCAAATGC 
F: GAGAGACAGAAGGTCGTCAACGGTA 
Poli9-8TUF 62 15 AB037989 
R: ACAAAGACCACGATGCAAAGTGAC 
xut F: ATGAAAACCACCAAGAATCCC dh is auod 
un R: GGCGCATTTGGTAGTTTGTT 
p F: CACCTCCAGGTTCTACAGTCG 
Polil3TUF 60 3 AB037982 
R: TCCTGCACAGAGGATGAAAA 
—À F: CACAGTGTCACAAAGTGGTGG 机 二 
R: GGGTGTTCTGTGTCATGCTG 
f F: GAGACAACCCCCCAAGAAAT 
Poli30TUF 60 2 AB037988 
R: ATCAGGGTATTGTTTTTGCCC 
icum F: TATCTGACCAGAACTGGAGGGTCTG 5 " doom 
G R: GCGTGTGCATTCGATATACATTTTG 
. F: ATAATCACGAGCTGTGTGCTGAATG 
Polil26TUF 62 8 AB037995 
R: TCACATCTACAAACACACCACTGGA 
F: GCGGTGAGGACTTTATTTCTGGACT 
Polil30TUF 64 1 AB037996 





- 


: GTGCTACTGCAGAAAAGCCACTGCTT 
IF: 正 向 引物 (Forward primer); R: 反问 引物 (Reverse primer )。 


R2 ERRE ERES 个 座位 上 的 基因 型 及 杂 合 子 比例 

Tab. 2 Genotypes at 8 loci in gynogenetic diploid and heterozygotes proportion of meiosisgynogenetic diploid 
WEBO T; HEREDI 

母 本 基因 型 Gynogenetic diploid genotype 





























座位 Locus 家 系 Family Maternal denótype Hi 
站 和 11 12 22 
Poli9TUF Mitotic-A 190/220 0.600 0 0.000 0 0.400 0 1.000 0 
Meiotic- A 190/220 0.000 0 1.000 0 0.000 0 
Poli9-8TUF Mitotic-A 152/162 1.000 0 0.000 0 0.000 0 1.000 0 
Meiotic-A 152/162 0.000 0 1.000 0 0.000 0 
Meiotic-B 143/164 0.000 0 1.000 0 0.000 0 
Polil 1TUF Mitotic-A 134/156 0.450 0 0.000 0 0.550 0 0.194 4 
Meiotic-A 134/156 0.764 7 0.235 3 0.000 0 
Meiotic-B 109/171 0.368 4 0.157 9 0.473 7 
Poli13TUF Mitotic-A 145/205 0.650 0 0.000 0 0.350 0 0.945 9 
Meiotic-A 145/205 0.000 0 1.000 0 0.000 0 
Meiotic-B 164/207 0.052 6 0.894 7 0.052 6 
Poli23TUF Mitotic-A 121/179 0.450 0 0.000 0 0.550 0 0.861 1 
Meiotic-A 121/179 0.058 8 0.941 2 0.000 0 
Meiotic-B 107/148 0.105 3 0.8824 0.105 3 
Poli30TUF Mitotic-A 123/138 0.550 0 0.000 0 0.450 0 1.000 0 
Meiotic-A 123/138 0.000 0 1.000 0 0.000 0 
Poli123TUF Mitotic-A 131/183 0.600 0 0.000 0 0.400 0 0.771 8 
Meiotic-A 131/183 0.111 1 0.771 8 0.1111 
Poli130TUF Mitotic-A 147/171 0.400 0 0.000 0 0.600 0 0.800 0 
Meiotic-A 147/171 0.235 3 0.764 7 0.000 0 
Meiotic-B 132/163 0.166 7 0.833 3 0.000 0 





i 减 数 肉 核发 育 二 倍 体 杂 合子 比例 。 


* Heterozygotes proportion of meiosisgynogenetic diploid . 
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图 1 引物 PoliI30TUF 在 Mitotic-A 及 Meiotic-A 部 分 个 体 中 扩 增 的 电泳 图 谱 
Fig. 1 Electrophoresis pattern of PCR product of partial individuals in Mitotic-A and Meiotic-A amplified with microsatellite 


primer Poli130TUF 


MW: 分 子 量 (Molecular weight); M: 母 本 ( Mother). 1— 10: Mitotic-A; 11-20: Meiotic-A. 


0.800 0, 8 个 座位 的 平均 杂 合子 比例 为 0.822 4。 

肉 核 发 育 二 倍 体 出 现 杂 合 现象 表明 卵细胞 减 数 
分 裂 过 程 中 同 源 染 色 体 之 间 发 生 了 交换 重组 ， 因 
此 ， 减 数 肉 核发 育 二 倍 体 的 杂 合 子 比 例 可 以 用 来 反 
映 该 座位 与 着 丝 粒 的 重组 率 ( Thorgaard et al, 
1983 )， 本 研究 的 结果 说 明了 牙 鲜 在 所 研究 的 8 个 
微 卫 星座 位 的 重组 率 很 高 。 








3 A it 


减 数 分 裂 肉 核发 育 后 代 出 现 杂 合 是 因为 减 数 第 
一 次 分 裂 时 染色 单 体 之 间 的 联 会 和 交换 而 造成 的 
(Purdom ，1969 )。 在 有 关 鱼 类 的 肉 核 发 育 子 代 重组 
的 报道 中 ， 应 用 同 工 酶 的 研究 较 多 ， 而 且 所 得 到 的 
重组 率 变 动 范 围 也 很 大 。 香 鱼 ( Plecoglossus al- 
tivelis ) Gpi-1 的 重组 率 达 100% ( Taniguchi et al, 
1987), HIS ( Oncorhynchus mykiss ) 的 9 个 同 工 酶 
座位 的 平均 重组 率 为 55% (Thorgaard et al, 1983), 
“Effa ( Cyprinus carpio carpio ) 的 9 个 基因 座位 的 平 
均 重 组 率 则 为 35% (Nagy & Csanyi, 1982), fif 
的 Ldh-C 和 Cat 两 个 座位 的 重组 率 分 别 为 52.6% 
和 29.8% (Xu et al，2002 )。 采 用 微 卫 星 的 研究 较 
少 ,非洲 铃 在 两 个 微 卫 星座 位 分 别 得 到 了 86% 和 
71% 的 重组 率 ( Galbusera et al, 2000 )， 欧 鲈 在 6 
个 微 卫 星座 位 的 重组 率 从 40% 到 94% 不 等 
( Francescon et al, 2005 )。 

本 研究 所 得 到 的 牙 钙 的 8 个 座位 的 平均 重组 率 
为 0.822， 高 于 牙 鲜 的 Ldh-C 和 Cat 两 座位 的 重组 
率 (Xu et al，2002 )， 较 前 文 提 到 的 其 他 鱼 类 也 有 
明显 的 差异 。 

造成 差异 的 最 主要 原因 是 研究 的 座位 不 同 ， 比 








如 虹 鲜 的 9 个 基因 座位 的 重组 率 从 0.135 ~ 1.000 
不 等 ( Thorgaard et al，1983 )。 在 减 数 分 裂 时 ， 越 
接近 非 姊 妹 染 色 单 体 交 又 的 区 域 ， 越 容易 发 生 交 
换 ， 也 就 是 说 ， 在 染色 体 的 这 些 区 域 上 的 座位 保留 
其 杂 合 的 可 能 也 就 越 大 ; 同时 ， 染 色 体 的 长 度 越 
K, 联 会 时 发 生 多 次 交叉 的 可 能 性 就 越 大 
( Francescon et al, 2005 )。 根 据 Purdom (1969) 提 
出 的 公式 : Pl = 1- 12P al Poo EA x 次 交 
叉 以 后 仍 为 杂 合 的 可 能 性 比例 ] ， 并 指出 交叉 的 次 
数 越 多 ， 杂 合子 的 比例 反而 趋 近 66.7% 。 本 研究 所 
得 的 牙 鲜 在 8 个 微 卫 星座 位 的 重组 率 为 0.822， 大 
于 66.7%， 反 映 了 交叉 具有 很 强 的 干涉 作用 
( Thorgaard et al，1983 )。 由 于 鱼 类 的 染色 体 绝对 长 
度 较 短 ( Thorgaard et al，1983 )， 很 有 可 能 在 联 会 
时 就 只 发 生 一 次 交换 ， 使 得 重组 率 偏 高 。 

Francescon et al ( 2005 ) 在 研究 欧 鲈 的 雌 核 发 
育 二 倍 体 纯 合 性 时 曾 指 出 ， 欧 鲁 的 染色 体 多 为 近 端 
部 着 丝 粒 染色 体 ， 着 丝 粒 的 干涉 作用 较 低 ， 导 致 欧 
鲈 的 重组 率 较 高 。 而 牙 鲜 的 核 型 为 2n =48， 且 48 
条 染色 体 全 部 为 端 部 着 丝 粒 染色 体 ( Liu et al, 
1995 )， 所 以 着 丝 粒 对 交叉 的 干涉 作用 可 能 更 小 ， 
使 得 牙 鲜 有 可 能 较 其 他 鱼 类 具有 更 高 的 重组 率 。 比 
如 欧 钙 的 核 型 为 2n = 48，46st + 2sm/st ( Francescon 
et al，2005 )， 虹 鳝 的 核 型 为 2n = 60，40m + 4sm + 
2st + 14t， 鲤 鱼 的 核 型 为 2n = 100，22m + 34sm + 
22t， 端 部 着 丝 粒 染色 体 所 占 的 比例 都 比 牙 鲜 要 小 。 
这 也 可 能 是 导致 牙 鲜 比 上 述 鱼 类 重组 率 偏 高 的 原 
因 。 

从 本 研究 结果 可 以 看 出 : 抑制 第 二 极 体 排出 诱 
导 牙 鲜 减 数 肉 核发 育 二 倍 体 ， 由 于 上 共有 和 较 高 的 重组 
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率 ， 使 其 不 适合 用 于 直接 建立 纯 系 ， 但 较 高 的 重组 
率 同 时 体现 了 与 母 本 具有 高 度 的 遗传 同 质 性 ， 可 以 
形成 很 好 的 育种 材料 ; 而 抑制 第 一 次 卵 裂 诱导 的 上 肉 
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